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Abstract
Objective:  To  describe  the  antimicrobial  activity  of  -defensin-2  produced  in  the  mammary
gland and  secreted  in  human  breast  milk.
Methods:  The  peptide  production  was  performed  by  DNA  cloning.  -defensin-2  levels  were
quantiﬁed  in  61  colostrum  samples  and  39  mature  milk  samples  from  healthy  donors,  by  an
indirect enzyme-linked  immunosorbent  assay  (ELISA).  Using  halo  inhibition  assay,  this  study
assessed activity  against  seven  clinical  isolates  from  diarrheal  feces  of  children  between  0  and
2 years  of  age.  The  activity  of  -defensin-2  against  three  opportunistic  pathogens  that  can
cause nosocomial  infections  was  determined  by  microdilution  test.
Results:  The  peptide  levels  were  higher  in  colostrum  (n  =  61)  than  in  mature  milk  samples
(n =  39),  as  follows:  median  and  range,  8.52  (2.6-16.3)  g/ml  versus  0.97  (0.22-3.78),  p  <  0.0001;
Mann-Whitney  test.  The  recombinant  peptide  obtained  showed  high  antimicrobial  activity
against a  broad  range  of  pathogenic  bacteria.  Its  antibacterial  activity  was  demonstrated
in a  disk  containing  between  1--4  g,  which  produced  inhibition  zones  ranging  from  18  to
30 mm  against  three  isolates  of  Salmonella  spp.  and  four  of  E.  coli.  -defensin-2  showed  mini-
mum inhibitory  concentrations  (MICs)  of  0.25  g/mL  and  0.5  g/mL  for  S.  marcescen  and  P.
aeruginosa, respectively,  while  a  higher  MIC  (4  g/mL)  was  obtained  against  an  isolated  of
multidrug-resistant  strain  of  A.  baumannii.
Conclusions:  To  the  authors’  knowledge,  this  study  is  the  ﬁrst  to  report  -defensin-2  levels  in
Latin American  women.  The  production  and  the  activity  of  -defensin-2  in  breast  milk  prove
its importance  as  a  defense  molecule  for  intestinal  health  in  pediatric  patients.
© 2014  Sociedade  Brasileira  de  Pediatria.  Published  by  Elsevier  Editora  Ltda.  All  rights  reserved.
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-defensina  2  no  leite  materno  mostra  uma  ampla  atividade  antimicrobiana  contra
bactérias  patogênicas
Resumo
Objetivo:  Descrever  a  atividade  antimicrobiana  da  defensina-beta  2  na  glândula  mamária  e
secretada no  leite  materno  humano.
Métodos:  A  produc¸ão  de  peptídeos  foi  realizada  por  clonagem  de  DNA.  Os  níveis  de  defensina-
-beta 2  foram  quantiﬁcados  em  61  amostras  de  colostro  e  39  de  leite  maduro  de  doadoras
saudáveis pelo  teste  ELISA  indireto.  Por  um  ensaio  de  halo  de  inibic¸ão,  avaliamos  a  atividade
contra sete  isolados  clínicos  diarreicos  de  crianc¸as  entre  0  e  2  anos.  A  atividade  da  defensina
2 contra  três  patógenos  oportunistas  que  podem  causar  infecc¸ões  nosocomiais  foi  determinada
pelo teste  de  microdiluic¸ão.
Resultados:  Os  níveis  de  peptídeos  estavam  signiﬁcativamente  maiores  nas  amostras  de  colostro
(n =  61)  que  de  leite  maduro  (n  =  39),  como  segue:  8,52  (2,6-16,3  g/mL)  mediana  e  faixa  em
comparac¸ão a  0,97  (0,22-3,78),  p  <  0,0001;  teste  de  Mann-Whitney.  O  peptídeo  recombinante
foi obtido  da  alta  atividade  antimicrobiana  demonstrada  contra  uma  ampla  gama  de  bactérias
patogênicas.  Sua  atividade  antibacteriana  foi  demonstrada  em  um  disco  contendo  entre  1-
4 g,  que  produziu  zonas  de  inibic¸ão  entre  18  e  30  mm  contra  três  isolados  de  Salmonella  spp.
e quatro  de  E.  coli.  A  defensina-beta  2  demonstrou  concentrac¸ões  inibitórias  mínimas  (CIMs)
de 0,25  g/mL  e  0,5  g/mL  para  S.  marcescen  and  P.  aeruginosa,  ao  passo  que  uma  CIM  maior
(4 g/mL)  foi  obtida  contra  um  isolado  de  cepa  multirresistente  de  A.  baumannii.
Conclusões:  Até  onde  sabemos,  este  estudo  é  o  primeiro  a  relatar  níveis  de  defensina  em  mulhe-
res da  América  Latina.  A  produc¸ão  e  a  atividade  da  defensina  2  no  leite  materno  comprovam  sua
importância  como  uma  molécula  de  defesa  para  a  saúde  intestinal  em  pacientes  pediátricos.
© 2014  Sociedade  Brasileira  de  Pediatria.  Publicado  por  Elsevier  Editora  Ltda.  Todos  os  direitos
reservados.
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A  Organizac¸ão  Mundial  de  Saúde  relata  que  6,6  milhões
de  crianc¸as com  menos  de  cinco  anos  de  idade  morreram
em  2012.  Ademais,  44%  dessas  mortes  ocorreram  durante
o  período  neonatal.  Do  ﬁnal  do  período  neonatal  aos  pri-
meiros  cinco  anos  de  vida,  as  principais  causas  de  óbito  são
pneumonia,  diarreia  e  malária.  A  desnutric¸ão  é  o  fator  de
contribuic¸ão  de  base  em  aproximadamente  45%  de  todos
os  óbitos  infantis,  tornando  as  crianc¸as mais  vulneráveis  a
doenc¸as  graves.1 Mais  da  metade  dessas  mortes  prematu-
ras  de  crianc¸as deve-se  a  condic¸ões  que  podem  ser  evitadas
ou  tratadas  com  acesso  a  intervenc¸ões  simples  e  acessíveis;
uma  delas  é  a  amamentac¸ão.
Apenas  durante  a  lactac¸ão,  os  seres  humanos  enfrentam  o
grande  desaﬁo  de  sobrevivência  por  meio  do  leite  materno.
Este  está  associado  à  protec¸ão contra  doenc¸as diarreicas,
infecc¸ões  do  trato  respiratório  e  enterocolite  necrosante
(ECN).2--5 A  protec¸ão  contra  infecc¸ão em  neonatos  amamen-
tados  parece  ocorrer  por  meio  de  diversos  fatores  de  defesa
adquiridos  e  inatos  complementares  encontrados  no  leite
materno,  inclusive  oligossacarídeos  e  seus  glicoconjugados,6
e  nos  peptídeos  antimicrobianos  (PAMs).7,8
Dentre  os  PAMs,  a  família  das  defensinas  constitui  uma
importante  parte  da  resposta  imune  inata  na  secrec¸ão  de
ﬂuidos.  Uma  comprovac¸ão  cada  vez  mais  forte  sugere  a
importância  das  defensinas  na  resposta  imune.  Resultados
em  estudos  recentes  sobre  as  atividades  homeostáticas  e
de  combate  a  doenc¸as das  defensinas  humanas  apontam
para  sua  principal  relevância  em  várias  doenc¸as pediátricas.
t
cor  exemplo,  as  concentrac¸ões  elevadas  de  defensina-
beta  2  (hBD2)  reﬂetindo  fortes  respostas  imunes  intestinais
oram  associadas  a  cursos  moderados  de  ECN.9 Contudo,  os
eonatos  com  ECN  grave  não  apresentaram  aumento  nas
oncentrac¸ões  fecais  de  hBD2  antes  e  durante  a  doenc¸a.
sses  estudos  sugerem  que  uma  deﬁciência  especíﬁca  na
tivac¸ão  da  imunidade  inata  em  neonatos  com  extremo
aixo  peso  ao  nascer  (EBPN),  em  vez  de  uma  barreira  epi-
elial  intestinal  prejudicada,  leva  a  um  curso  mais  grave
e  ECN.9 No  contexto,  a  ingestão  de  hBD2  a  partir  do
eite  materno  ganha  importância.  Notavelmente,  os  níveis
e  hBD2  no  intestino  correspondem  a  defensinas  no  leite
aterno7,8,10 e  secrec¸ões  das  células  epiteliais  intestinais.  As
ltimas  são  induzidas  por  anticorpos  catalíticos  presentes  no
eite  materno,  agindo  por  meio  de  dois  receptores  ativados
or  proteases  presentes  na  membrana  plasmática.11
As  concentrac¸ões de  componentes  totais  e especíﬁcos  do
eite  materno  humano  viriam  entre  as  mães,  durante  o  dia,
e  acordo  com  a  idade  gestacional  do  neonato  e  durante  a
actac¸ão.10,12 A  presenc¸a de  hBD2  intacto  também  foi  rela-
ada  nas  fezes  dos  neonatos,  o  que  mostra  que  a hBD2  tende
 resistir  aos  processos  digestivos  do  trato  gastrointestinal.13
e  fato,  foi  proposto  que  a  quantiﬁcac¸ão  das  defensinas
as  fezes  pode  ser  um  biomarcador  efetivo  da  saúde  e  de
oenc¸as  intestinais  na  populac¸ão  pediátrica.14 A  resistên-
ia  da  HBD2  à  digestão  aumentaria  sua  disponibilidade,  o
ue  possibilitaria  a  protec¸ão de  toda  a  superfície  mucosa  do
rato  gastrointestinal.
Neste  relatório,  temos  um  objetivo  duplo.  Primeiro,  bus-
amos  a  quantiﬁcac¸ão  de  hBD2  no  leite  materno  de  doadoras
3v
c
a
a
M
M
O
d
t
o
C
F
e
d
h
o
f
t
q
d
a
c
c
r
e
l
B
d
s
b
o
d
t
u
s
Q
C
C
n
T
C
I
m
c
g
E
t
g
z
T
p
s
a
M
o
A
G
d
R
r
A
8
c
a
z
a
2
a
n
i
g
c
c
p
(
A
o
p
P
o
O
s
v
i
i
A
v
(
a
m
c
Q
F
d8  
enezuelanas.  Segundo,  caracterizamos  a  atividade  antimi-
robiana  da  hBD2  em  comparac¸ão  a  bactérias  associadas
 enterocolite  em  neonatos  e  a  bactérias  gram-negativas
ssociadas  a  infecc¸ões  nosocomiais.
ateriais e métodos
ateriais
 kit  de  clonagem® TOPO® TA  para  sequenciamento  e  o  kit
e  expressão  direcional  pET  TOPO® foram  adquiridos  da  Invi-
rogen  (Invitrogen  Corp.,  Carlsbad,  Califórnia,  EUA).  Todos
s  outros  reagentes  foram  de  grau  reagente  analítico.
oleta  e preparac¸ão  do  leite  materno
oi  obtido  o  consentimento  por  escrito  de  todas  as  doadoras
nvolvidas  neste  estudo  antes  da  coleta  e  processamento
as  amostras.  Nenhuma  das  doadoras  no  estudo  apresentou
istórico  de  doenc¸as reumatológicas,  respiratórias,  cardi-
vasculares  ou  gastrointestinais.  Os  critérios  de  inclusão
oram  lactantes  saudáveis  que  deram  à  luz  a  termo.  Os  cri-
érios  de  exclusão  foram  mães  que  tiveram  partos  cesáreos,
ue  receberam  tratamento  com  antibiótico,  com  suspeita
e  infecc¸ão,  ou  com  histórico  de  doenc¸as autoimunes.  As
mostras  do  primeiro  ao  sexto  dias  após  o  nascimento  são
aracterizadas  como  colostro,  ao  passo  que  as  amostras
oletadas  depois  do  10◦ dia  de  nascimento  são  caracte-
izadas  leite  maduro.  Obtivemos  61  amostras  de  colostro
 39  de  leite  maduro.  Todas  as  amostras  foram  coletadas  uti-
izando  um  protocolo  padronizado  aprovado  pelo  Comitê  de
ioética  do  Hospital  Universitário  da  Universidad  Central
e  Venezuela  (UCV).  As  amostras  foram  coletadas  de  mães
audáveis  (18-30  anos  de  idade)  incluídas  no  servic¸o de
anco  de  leite  do  Hospital  Universitário.  Antes  da  coleta,
s  mamilos  foram  limpos  com  cotonete  e  água  estéril.
As  amostras  foram  coletadas  de  dos  seios  e  centrifuga-
as  a  4◦ C  (1.000  ×  g  por  15  minutos)  para  que  as  mesmas
ivessem  um  aglomerado  de  células  na  parte  inferior  e
ma  camada  de  gordura  na  parte  superior.  O  soro  de  leite
obrenadante  no  meio  foi  aliquotado  e  congelado  a  --80◦ C.
uando  pronto  para  uso,  foi  descongelado  a  4◦ C.
ulturas  de  células
élulas  SKBR3  cultivadas  (linhagem  celular  de  adenocarci-
oma  de  mama  humano,  HTB-30  cat.  n◦ 11965-092  American
ype  Culture  Collection  (ATCC),  Manassas,  EUA).
epas  de  bactérias
solados  clínicos:  A  bactéria  Acinetobacter  baumannii  (cepa
ultirresistente  isolada  de  pacientes  com  infecc¸ão noso-
omial  do  Hospital  Universitário  de  Caracas  --  ICV)  foi
entilmente  doada  pelo  Dr.  G.  Alonso  (Instituto  de  Biologia
xperimental  --  UCV).  Foi  testado  um  total  de  sete  enteropa-
ógenos  de  amostras  diarreicas  das  crianc¸as, sendo  três  do
ênero  Salmonella:  Salmonella  paratyphi,  Salmonella  ari-
ona,  Salmonella  sp.  e  quatro  isolados  diferentes  de  E.coli.
odos  foram  identiﬁcados  com  ensaios  bacteriológicos
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adrão,  utilizando  o  sistema  Vitek® 32  (BioMérieux  Inc.,  Mis-
ouri,  EUA)  e  o  cartão  GNI  (BioMérieux  Inc.,  Missouri,  EUA).
A  cepa  Pseudomonas  aeruginosa  ATCC  276532  foi  cordi-
lmente  cedida  pelo  Dr.  Takiff  do  Laboratório  de  Genética
olecular  --  IVIC.  A  bactéria  Escherichia  coli  ATCC  25922  foi
btida  do  centro  ATCC.
nimais
alinhas  marrons  de  cinco  meses  de  idade  foram  compradas
e  um  fazendeiro  local.
eac¸ão  em  cadeia  da  polimerase  com  transcric¸ão
eserva (RT-PCR)
s  células  SKBR3  foram  cultivadas  para  conﬂuência  de
0%.  As  células  foram  então  tratadas  por  quatro  horas
om  lipopolissacarídeo  (LPS)  (1  g/mL),  conforme  descrito
nteriormente.11 O  RNA  foi  extraído  das  células  SKBR3  utili-
ando  o  reagente  Trizol® (Invitrogen,  Carlsbad,  CA,  EUA),  de
cordo  com  as  instruc¸ões  do  fabricante.  O  DNAc  da  defensina
 foi  ampliﬁcado  pela  reac¸ão  RT  PCR  utilizando  iniciadores
ntissenso  hBD2,  conforme  anteriormente  relatado.11 A  clo-
agem  direcional  do  produto  da  PCR  foi  atingida  utilizando
niciadores  designados  com  locais  de  restric¸ão  especíﬁcos.
hBD2S:CCCGGGCATGAGGGTCTTGTATCTCCTCTTC
hBD2R:GAATTCGGAGCCCTTTCTGAATCCGCA;  (255  bp)
Os  produtos  de  PCR  resultantes  foram  puriﬁcados,  e  o
ene  completo  hBD2  da  codiﬁcac¸ão  das  células  SKBR3  foi
lonado  no  vetor  100  pET  (kit  de  expressão  e  clonagem  dire-
ionais  pET  TOPO  Champion,  Invitrogen,  Califórnia,  EUA).  As
roteínas  de  fusão  foram  expressas  em  um  sistema  de  E.coli
Cepa  BL21  DE3),  de  acordo  com  as  instruc¸ões  do  fabricante.
 proteína  de  fusão  recombinante  foi  utilizada  em  ambos
s  testes  de  atividade  antimicrobiana.  Também  foi  utilizada
ara  produzir  anticorpos  das  gemas  de  ovos  das  galinhas.
roduc¸ão  e  puriﬁcac¸ão  de  anticorpos  das  gemas  de
vos para  hBD2  recombinante
 antígeno  de  100  g  (hBD2  recombinante)  foi  diluído  em
oluc¸ão  tampão  fosfato  salino  (PBS)  e  emulsionada  com  igual
olume  de  adjuvante  incompleto  de  Freund.  A  suspensão  foi
njetada  por  via  subcutânea  nas  aves.  As  aves  receberam
njec¸ões  adicionais  da  proteína  7,  21,  31  e  42  dias  depois.
 imunoglobulina  Y  (IgY)  foi  puriﬁcada  a  partir  de  ovos  indi-
iduais  utilizando  um  kit  de  Puriﬁcac¸ão  de  IgY  de  Frangos
Cat  n◦ 44918,  Pierce  Biotechnology,  Illinois,  EUA),  seguindo
s  instruc¸ões  do  fabricante.  Antes  da  imunizac¸ão,  puriﬁca-
os  a  IgY  para  obter  IgY  pré-imune  para  ser  utilizada  como
ontrole  negativo  na  padronizac¸ão  do  teste  ELISA.
uantiﬁcac¸ão de  hBD2  pelo  teste  ELISA  indireto
oi  projetado  um  teste  ELISA  indireto  para  quantiﬁcac¸ão de
efensina-beta  2.  As  imunoplacas  de  96  poc¸os  (MaxisorpTM,
ffymetrix,  Califórnia,  EUA)  foram  revestidas,  de  um  dia
ara  o  outro,  com  amostras  de  leite  clariﬁcadas  e  com  pep-
ídeos  de  defensina  1 ou  2,  utilizados  como  padrões.  Foram
tilizadas  as  BD-1  e  BD-2  humanas  recombinantes  comerciais
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(Cat  n◦ 300-51A  e  300-49,  Peprotech  México,  Cidade  do
México,  México).  Os  padrões  e  amostras  foram  diluídos  em
tampão  de  revestimento  de  carbonato  e  as  placas  foram
bloqueadas  por  4  horas  em  200  mL  de  tampão  de  blo-
queio.  A  -defensina  2  anti-humana  de  galinhas  com  IgY
policlonal  foi  diluída  em  tampão  de  bloqueio  1:1000  e  acres-
cida  de  (100  l).  Duas  horas  depois,  a  anti-imunoglobulina
secundária  de  coelhos  conjugada  com  peroxidase  (diluic¸ão
1:5000)  em  tampão  de  bloqueio  foi  acrescida  de  (100  l)
e  incubada  por  1  hora  e  50  minutos.  A  reac¸ão  colorimé-
trica  foi  feita  conforme  descrito  anteriormente.11 Como
controle,  as  amostras  em  cada  placa  foram  tratadas  com
IgY  pré-imunes  ou  sem  anticorpos  primários  para  determinar
qualquer  ligac¸ão  não  especíﬁca.  A  concentrac¸ão  de  defen-
sina  das  amostras  foi  calculada  pela  interpolac¸ão  de  três
curvas  padrão  construídas  por  meio  de  duas  diluic¸ões de
série  de  nossa  hBD2  recombinante.  A  diluic¸ão ideal  da  amos-
tra  foi  estabelecida  por  titulac¸ão e  variou  entre  os  doadores.
Nossos  testes  controle  mostraram  que  os  anticorpos  policlo-
nais  utilizados  para  as  -defensinas  2  foram  seletivos.  Assim,
a  IgY  anti  -defensina  2  não  reagiu  com  -defensina  1.
Testes  de  atividade  antimicrobiana
As  cepas  testadas  foram  cultivadas  em  meio  Luria-Bertano
(LB)  líquido  para  um  OD600 ∼1.0.  As  suspensões  resultan-
tes  foram  diluídas  a  uma  concentrac¸ão de  ∼104 de  unidades
de  formac¸ão  de  colônias  (CFU)  por  mL.  A  alíquota  de  LB
de  100  l foi  distribuída  em  placas  de  96  poc¸os.15 A  ati-
vidade  antibacteriana  da  hBD2  foi  avaliada  com  peptídeo
diluído  em  série  para  obter  concentrac¸ões  de  8;  4;  2;  1;  0,5;
0,25  e  0,125  g/mL.  Um  controle  de  crescimento  sem  hBD2
e  um  controle  de  esterilidade  sem  inóculo  também  foram
incluídos  em  cada  cepa.  As  placas  foram  incubadas  a  35◦
C  e as  medic¸ões  de  turbidez  a  600  nm  utilizando  um  leitor
de  microplacas  por  multidetecc¸ão Synergy  HT  (Synergy  HT,
Bio-Tek  Instruments,  Vermont,  EUA).  Em  um  único  experi-
mento,  cada  concentrac¸ão  de  hBD2  foi  testada  três  vezes.
Cada  micro-organismo  foi  analisado  no  mínimo  em  três  expe-
rimentos  independentes.  A  análise  estatística  e  as  curvas
de  resposta  à  dose  foram  obtidas  utilizando  o  software  K4
fornecido  pela  Synergy  HT  (Bio-Tek  Instruments,  Vermont,
EUA).  As  concentrac¸ões  inibitórias  mínimas  (CIMs)  foram
determinadas  a  partir  das  curvas  dos  perﬁs  de  inibic¸ão do
crescimento  com  uma  absorbância  de  OD600  nm,  e  represen-
tam  a  menor  concentrac¸ão  da  hBD2  que  inibiu  o  crescimento
bacteriano  em  90%  na  24a hora  de  cultura.
Susceptibilidade  a  antimicrobianos  por  testes  de
difusão  em  disco
A  susceptibilidade  in  vitro  de  isolados  clínicos  a  defen-
sina  pode  ser  aproximadamente  determinada  por  testes
de  difusão  em  disco.16 Foi  utilizada  canamicina  como  con-
trole  interno.  Os  discos  foram  preparados  utilizando  uma
soluc¸ão  de  antibiótico  reserva  acrescentando  uma  soluc¸ão
antimicrobiana  em  cada  disco  de  papel.  Utilizamos  folhas  de
papel-ﬁltro  da  BioRad  (Cat  n◦:  170-3956,  BioRad,  Califórnia,
EUA).  Eles  foram  preparados  uma  hora  antes  da  aplicac¸ão
nas  placas,  seguido  de  30  minutos  de  absorc¸ão.  Os  discos
d
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o
a39
reparados  não  foram  armazenados,  tendo  sido  secos  antes
a  aplicac¸ão.
Após 24  horas  de  incubac¸ão,  as  zonas  de  inibic¸ão foram
edidas.  O  diâmetro  das  áreas  de  inibic¸ão pôde  ser  con-
ertido  às  categorias  de  susceptível,  intermediário  ou
esistente  (S,  I  ou  R),  de  acordo  com  as  tabelas  padrão.
 interpretac¸ão, pontos  de  interrupc¸ão  e esquema  de
ategorizac¸ão  foram  feitos  de  acordo  com  as  recomendac¸ões
o  Instituto  de  Padronizac¸ão  Clínica  e  Laboratorial  (Clinical
nd  Laboratory  Standard  Institute  --  CLSI).
nálise  estatística
 apresentac¸ão  gráﬁca  e  a  análise  estatística  dos  dados
oram  feitas  utilizando  o  software  GraphPad  Prism  (versão
.0)  (GraphPad  Software  Inc.,  Califórnia,  EUA).  Foi  utilizado
 teste  U  de  Mann-Whitney  para  comparac¸ão  entre  os  gru-
os.  A relevância  estatística  foi  estabelecida  em  p  <  0,05.
esultados
xpressão  do  peptídeo  recombinante  de  hBD2
 peptídeo  recombinante  de  hBD2  foi  produzido  a  par-
ir  do  DNAc  da  célula  epitelial  mamária  com  base  na
onhecida  sequência  de  nucleotídeos  da  hBD2  (também
onhecida  como  DEFB4A),  e  sua  identidade  foi  estabelecida
elo  sequenciamento  do  DNA.  Esse  peptídeo  recombinante
oi  utilizado  para  produzir  IgY  policlonal.  Esses  anticorpos
oram  utilizados  no  ELISA  indireto  para  a  detecc¸ão e  a
uantiﬁcac¸ão  da  -defensina  humana  nas  amostras  de  leite
umano.
uantiﬁcac¸ão de  hBD2  nas  amostras  de  leite
umano
m  total  de  100  mães  venezuelanas  saudáveis  foi  recrutado
ara  este  estudo.  Os  níveis  de  peptídeo  estavam  signi-
cativamente  maiores  no  colostro:  8,52  (2,6-16,3  g/mL)
ediana  e  faixa,  que  nas  amostras  de  leite  materno
,97  (0,22-3.78),  p  <  0,0001;  teste  de  Mann-Whitney.  A
uantiﬁcac¸ão  de  hBD2  nas  amostras  de  leite  humano  apre-
entou  variabilidade  interindividual,  bem  como  em  cada
stágio  da  lactac¸ão (ﬁg.  1).
estes  de  atividade  antimicrobiana
 peptídeo  recombinante  foi  analisado  para  veriﬁcac¸ão  da
tividade  dos  antienteropatógenos.  Os  resultados  desses
xperimentos  são  mostrados  na  tabela  1  e  ﬁgura  2.
De  acordo  com  o  CLSI,  o  controle  da  Canamicina  em  uma
oncentrac¸ão  de  30  g  no  disco  deve  produzir  um  halo  de
nibic¸ão  de  18-25  mm  em  comparac¸ão  à E.coli  ATCC  25922.17
m  nosso  estudo,  o  controle  apresentou  uma  inibic¸ão de
0  mm  (tabela  1).  Obviamente,  não  há  uma  medida  padrão
e  diâmetro  para  inibic¸ão pela  defensina.  Contudo,  obser-
amos  fortes  propriedades  bactericidas  em  relac¸ão a  todos
s  sete  isolados  obtidos  das  fezes  diarreicas  com  diâmetros
cima  de  18  mm.
40  Baricelli  J  et  al.
Tabela  1  Concentrac¸ões  inibitórias  mínimas  de  peptídeo  defensina-beta  2  humano  contra  sete  cepas  clínicas  isoladas  de
Salmonella e  E.  coli
Agente  antimicrobiano  Conteúdo  do
disco  em  g
Cepa  de  bactérias  Diâmetro  da  zona  de  inibic¸ão  em  mm
Resistente  Intermediário  Susceptível
Canamicina  30  Escherichia  coli  ATCC
25922
ENSAIO  CONTROLE
13  14-17  18
20  ±  0,5
hBD2 1  Escherichia  coli  sp
ISOLADO  1
10  ±  0,5
hBD2 4  16  ±  0,4
hBD2 8  19  ±  0,4
Canamicina 30  22  ±  0,3
hBD2 1  Escherichia  coli  sp
ISOLADO  2
20  ±  0,3
hBD2 4  23  ±  0,4
hBD2 8  27  ±  0,5
Canamicina 30  29  ±  0,6
hBD2 1  Escherichia  coli  sp
ISOLADO  3
22  ±  0,3
hBD2 4  24  ±  0,5
hBD2 8  26  ±  0,3
Canamicina 30  27  ±  0,3
hBD2 1  Escherichia  coli  sp
ISOLADO  4
15  ±  0,3
hBD2 4  18  ±  0,5
hBD2 8  22  ±  0,4
Canamicina 30  30  ±  0,6
hBD2 1  Salmonella  paratyphi
ISOLADO  5
22  ±  0,3
hBD2 4  25  ±  0,3
hBD2 8  29  ±  0,6
Canamicina 30  16  ±  0,3
hBD2 1  Salmonella  sp
ISOLADO  6
17  ±  0,5
hBD2 4  22  ±  0,5
hBD2 8  26  ±  0,4
Canamicina 30  28  ±  0,3
hBD2 1  Salmonella  arizona
ISOLADO  7
18  ±  0,3
hBD2 4  19  ±  0,3
hBD2 8  21  ±  0,4
Canamicina 30  33  ±  0,4
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zAlém  disso,  a  hBD2  mostrou  atividade  antimicrobiana  em
elac¸ão  a  três  cepas  representativas  de  espécies  bacteria-
as  envolvidas  em  infecc¸ões  nosocomiais.  Obtivemos  CIMs
e  0,25  g/mL  e  0,5  g/mL  para  S.  marcescen  e  P.  aeru-
inosa.  Obtivemos  uma  MIC  relativamente  maior  (4  g/mL)
m  comparac¸ão  a  um  isolado  clínico  de  uma  cepa  multirre-
istente  (MDR)  de  A.baumannii.iscussão
s  atrasos  no  desenvolvimento  do  sistema  imunológico
m  neonatos  são  compensados  pela  glândula  mamária,
h
d
cornecendo  assim  a  protec¸ão necessária.  A  lactac¸ão for-
ece  não  apenas  nutric¸ão, mas  também  protec¸ão  vital
ontra  patógenos  ambientais.  Mesmo  com  variabilidade
nterindividual  em  níveis  de  diferentes  fatores  de  protec¸ão
elacionados  ao  leite,  a  amamentac¸ão fornece  protec¸ão
ontra  enterocolite  necrosante,4 infecc¸ão gastrointestinal3
 infecc¸ões  respiratórias2 no  recém-nascido.  Este  artigo
bordou  a  produc¸ão  de  hBD2  em  doadoras  de  leite  vene-
uelanas  e  explorou  o  possível  efeito  de  protec¸ão  da
BD2  contra  isolados  enteropatógenos  obtidos  das  fezes
iarreicas  das  crianc¸as.
Wang  et  al.  relataram  que  os  níveis  de  hBD2  em  mães
hinesas  diferiram  entre  colostro  e  leite  maduro.18 No
Milk  -defensin-2  is  active  against  pathogens  
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Figura  1  Níveis  de  defensina  encontrados  nas  amostras  de
leite materno  das  100  doadoras.  As  linhas  horizontais  indicam  a
mediana  de  concentrac¸ão  de  defensina  nas  amostras  de  colostro
e leite  maduro.  Os  níveis  de  peptídeos  estavam  signiﬁcativa-
mente  maiores  no  colostro,  8,52  (2,6-16,3  g/mL)  mediana  e
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Foi  relatada  a atividade  bactericida  in  vitro  das  defensi-faixa, que  no  leite  maduro,  0,97  (0,22-3,78).  Foi  usado  o  teste
de Mann-Whitney  para  comparar  os  grupos,  com  p  <  0,0001.
colostro,  os  intervalos  de  concentrac¸ão  de  hBD2  foram
0,31-19,12  ng/mL,  em  comparac¸ão  a  52,65-182,29  pg/mL
encontrados  no  leite  maduro.  De  acordo  com  Wang  et  al.,
também  encontramos  maiores  níveis  de  hBD2  no  colostro
que  no  leite  maduro;  contudo,  ambos  os  grupos  de  amos-
tras  das  mulheres  venezuelanas  mostraram  maiores  níveis  de
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Figura  2  Efeito  da  hBD2  sobre  o  crescimento  bacteriano.  Densidad
cepas, (A)  S.  marcesens  (B)  P.  aeruginosa  e  (C)  A.  baumannii,  durante  o
A mais  alta  concentrac¸ão  de  peptídeos  testada  foi  de  8  g/mL.  O  te
desvios-padrão  estão  indicados.  Foi  encontrada  uma  diferenc¸a  estatis
mínimas (CIMs)  de  defensina  para  cada  cepa  são  consideradas  as  men
Os valores  das  CIMs  estão  indicados  conforme  determinado  após  24  h41
BD2  que  o  grupo  chinês.18 As  diferenc¸as  entre  os  níveis  de
xpressão  de  hBD2  entre  ambos  os  resultados  dos  estudos
ão  surpreendentes.  Ambos  os  relatos  possuem  igual  número
e  doadoras,  portanto,  essas  diferenc¸as  podem  ser  atribuí-
as  à  etnia  dos  grupos  envolvidos.  Um  artigo  recente  de
urch  et  al.  destacou  que  a  rac¸a/etnia  parece  ter  inﬂuên-
ia  sobre  o  nível  de  fatores  imunológicos  no  leite  materno,19
 nossos  resultados  parecem  comprovar  esses  achados.  Até
nde  sabemos,  nosso  estudo  constitui  o  primeiro  relato  da
aracterizac¸ão dos  níveis  de  defensina  no  leite  materno
m  mulheres  da  América  Latina,  e  esses  achados  ajudam
 reforc¸ar a  recomendac¸ão de  amamentac¸ão exclusiva,
isando  proteger  a  saúde  de  crianc¸as em  risco.  Foram  encon-
radas  defensinas  em  uma  concentrac¸ão  de  1-10  mg/mL  em
rânulos  de  neutróﬁlos20,21 e  concentrac¸ão de  20-100  mg/mL
o  epitélio  da  língua  de  suínos.22 Acredita-se  que  menores
oncentrac¸ões  (0,1-1  mg/mL)  de  -defensinas  podem  indu-
ir  quimiotaxia,23,24 e  nossos  resultados  mostram  uma  faixa
emelhante  de  concentrac¸ão.
De  acordo  com  nossos  resultados,  Castellote  et  al.25
elataram  que  a  concentrac¸ão  de  fatores  imunológicos  nas
mostras  de  colostro  é  maior  no  leite  de  transac¸ão  ou
aduro.  Eles  sugerem  que  o  índice  elevado  de  fatores  ati-
os  em  neonatos  prematuros  e  suas  correlac¸ões  inversas  ao
eso  ao  nascer  podem  indicar  que  sua  concentrac¸ão no  leite
 modulada  pelas  necessidades  do  neonato.  Os  mecanismos
esponsáveis  pelas  diferenc¸as  na  composic¸ão  do  leite  entre
s  estágios  de  lactac¸ão ainda  não  foram  estabelecidos.as  humanas  2  em  comparac¸ão  a  enteropatógenos  e  cepas
osocomiais.26 De  fato,  cada  defensina-beta  caracterizada
té  o  momento  tem  a  capacidade  de  matar  ou  inibir  in  vitro
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e  óptica  em  diferentes  momentos  de  crescimento  em  LB  de  três
 tratamento  com  diluic¸ões  em  série  do  peptídeo  recombinante.
ste  foi  realizado  três  vezes  em  diferentes  dias,  e  as  médias  e
ticamente  signiﬁcativa  (p  ≥  0,05).  As  concentrac¸ões  inibitórias
ores  necessárias  para  inibir  o  crescimento  de  >  90%  do  controle.
oras  de  exposic¸ão  à  defensina-beta  2  humana.
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iversas  bactérias.  Essa  atividade  varia,  principalmente,
om  concentrac¸ões  de  sal  e  proteínas  do  plasma  no  teste.21
ssim,  a  comparac¸ão  direta  da  CIM  pode  não  ser  determi-
ante.  Contudo,  é  notável  que  a  concentrac¸ão  na  qual  essa
efensina  mostra  atividade  antimicrobiana  é  a  mesma  que
o  leite  materno;  fato  que  não  apenas  nos  impressiona,  mas
ambém  indica  sua  func¸ão  ﬁsiológica.
O  papel  desse  peptídeo  na  ﬁsiologia  intestinal  do  recém-
nascido  tem  sido  antimicrobiano.  A  diarreia  bacteriana  é
ma  das  principais  causas  de  infecc¸ão na  infância.  Portanto,
 importante  determinar  a  atividade  da  hBD2  em  isola-
os  de  casos  clínicos  diarreicos.  Neste  estudo,  utilizamos
uatro  diferentes  isolados  de  E.coli  e  três  de  Salmonella
pp.  Em  todos  os  casos,  encontramos  atividade  inibitória  do
rescimento,  em  comparac¸ão  aos  parâmetros  de  referência
a  canamicina  (com  cepa  de  referência  dos  isolados  E.coli
TCC  25922).  Kapel  et  al.13 descreveram  níveis  fecais  eleva-
os  de  hBD2  em  pacientes  pediátricos  com  colite  ulcerativa
CU)  e  doenc¸a de  Crohn  (DC),  em  comparac¸ão  a  controles
audáveis.  Eles  encontraram  um  aumento  de  três  a  qua-
ro  vezes  nos  níveis  fecais  de  hBD2  em  crianc¸as com  DC,
iferentemente  do  aumento  >  10  nos  níveis  fecais  de  hBD2
ara  CU.  Notavelmente,  Barrera  et  al.11 relataram  que  as
élulas  epiteliais  do  intestino  aumentaram  a  secrec¸ão de
BD2  após  tratamento  com  anticorpos  catalíticos  com  ati-
idade  de  protease  puriﬁcada  do  leite  materno.  Portanto,
eve  ser  considerado  que  o  índice  de  hBD2  nas  amostras
ecais  corresponde  à  soma  da  produc¸ão de  peptídeos  intes-
inais  mais  a  ingestão  direta  por  meio  do  leite  materno.
demais,  Hiratsuka  et  al.27 indicaram  reduc¸ão da  ativi-
ade  das  defensinas-beta  na  ﬁbrose  cística,  sugerindo  que
s  defensinas-beta  podem  desempenhar  um  papel  impor-
ante  no  processo  patológico  de  infecc¸ão crônica  do  trato
espiratório.  Além  de  sua  atividade  antimicrobiana,  foram
elatadas  outras  atividades  da  hBD2.  Os  achados  de  Gambi-
hler  et  al.28 mostraram  padrões  de  expressão  alterados  da
BD2  no  carcinoma  basocelular  não  ulcerado,  sugerindo  que
 hBD2  também  desempenha  um  papel  na  patogênese  desse
âncer  de  pele  não  melanoma.  Recentemente,  Li  et  al.29
ndicaram  que  a  terapia  genética  com  hBD2  pode  mediar
 imunidade  antitumoral  e  os  efeitos  antitumorais  locais.
dicionalmente,  a  hBD2  apresentou  atividade  quimiotática
ara  monócitos,  macrófagos,  neutróﬁlos  e  células  dendríti-
as  imaturas.15
Por  ﬁm,  determinamos  a  atividade  antimicrobiana  da
BD2  recombinante  em  três  bactérias  gram-negativas  (S.
arcescen,  P.  aeruginosa,  A.  baumannii) que  podem  ser
atógenos  oportunistas  em  seres  humanos,  afetando  pessoas
om  sistema  imunológico  comprometido.  Um  fator  impor-
ante  em  sua  proeminência  como  patógenos  é  a  resistência
ntrínseca  a  antibióticos  e  desinfetantes  que  possuem,  que
s  tornam  importantes  indivíduos  no  campo  de  infecc¸ão
osocomial.  A  hBD2  recombinante  apresentou  crescimento
nibido  em  todas  as  bactérias  testadas.  A  susceptibilidade
a  HBD2  mostrada  pela  cepa  da  MDR  A.  Baumannii  está  de
cordo  com  o  relatado  por  Routsias  et  al.26 Eles  sugeriram
ue,  além  de  mutac¸ões  que  conferem  resistência  a  deter-
inados  antibióticos,  essas  bactérias  sofrem  mutac¸ões  que
fetam  a  gerac¸ão de  energia  necessária  para  a  manutenc¸ão
a  integridade  de  suas  membranas  ou  afetam  a própria
strutura  das  membranas,  levando  a  uma  maior  susceptibi-
idade  à  hBD2.  A  ac¸ão  lítica  dos  PAMs  ocorre  por  meio  de  umBaricelli  J  et  al.
vento  vinculante,  com  o  qual  os  peptídeos  positivamente
arregados  interagem  com  as  membranas  plasmáticas  ani-
nicas  dos  micro-organismos  alvo.  Sabe-se  que  a  atividade
ntimicrobiana  da  hBD2  e  de  outros  PAMs  é  altamente  sensí-
el  à  presenc¸a de  catiões  bivalentes,  soro  e  macromoléculas
niônicas,  como  os  glicosaminoglicanos.  Contudo,  vários
esses  PAMs  ainda  conseguem  conferir  protec¸ão  nessas
oenc¸as.  Nesse  sentido,  outras  propriedades  imunomodu-
adoras,  como  migrac¸ão celular,  sobrevida,  proliferac¸ão  e
nduc¸ão  de  mediadores  imunológicos,  provavelmente  podem
er  mais  relevância  em  seus  mecanismos  de  combate  a
oenc¸as.30
O  uso  inadequado  de  antibióticos  levou  à  transferên-
ia  horizontal  de  genes  entre  micróbios  e  estimulou  seu
otencial  evolutivo  de  desenvolver  resistência  contra  anti-
icrobianos  convencionais.  Em  consequência,  a  resistência
acteriana  aos  antibióticos  é  um  problema  crescente  no  tra-
amento  médico  moderno  de  doenc¸as infecciosas,  conforme
ostrado  pelo  crescente  número  de  pacientes  imuno-
omprometidos  com  infecc¸ões  nosocomiais.  Para  superar
emporariamente  o  problema  da  resistência,  são  necessárias
ovas  abordagens  terapêuticas.  Como  os  peptídeos  anti-
icrobianos  são  produtos  da  evoluc¸ão  de  longo  prazo  por
atureza,  o  estudo  dessa  família  pode  nos  fornecer  uma
oluc¸ão  viável.
Em  suma,  a  amostra  de  populac¸ão  de  mulheres  neste
studo  apresentou  níveis  elevados  de  defensina  2  no  leite,
ugerindo  que  a  rac¸a/etnia  pode  inﬂuenciar  o  nível  de
atores  imunológicos  no  leite  materno.  Os  níveis  elevados
e  peptídeo  encontrados  no  colostro  sugerem  a  importân-
ia  desse  fator  imunológico  inato  nos  primeiros  dias  de
ida.  O  peptídeo  hBD2  mostrou  atividade  antimicrobiana
m  relac¸ão a  várias  bactérias,  inclusive  patógenos  comuns
ue  causam  diarreia  em  neonatos  e  gram-negativos,  rele-
antes  em  infecc¸ões  nosocomiais.  A  atividade  e  o  elevado
ndice  da  hBD2  no  leite  materno  enfatizam  a  superioridade
a  amamentac¸ão na  nutric¸ão de  neonatos.
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